Comparison of anti-angiogenic effect in vitro between ranibizumab and bevacizumab by Souto, Alexandre Cupello et al.
338 Arq Bras Oftalmol. 2011;74(5):338-42
ARTIGO ORIGINAL | ORIGINAL ARTICLE
Comparação do efeito antiangiogênico do ranibizumab e do bevacizumab in vitro
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RESUMO
Objetivo: Comparar o efeito anti-angiogênico in vitro do Bevacizumab e do Rani-
bizumab.
Métodos: Células endotelias venosas de cordão umbilical (ECV304), cultivadas em
meio F12 com adição de 10% de soro fetal bovino, foram plaqueadas e tratadas com
concentrações clinicamente relevantes de Bevacizumab e Ranibizumab. As drogas
foram administradas logo após risco realizado no meio da cultura (metodologia de
scratch). Medidas lineares do espaço livre de proliferação celular foram realizadas
24, 48 e 72 horas após o momento da realização do risco. Todos os experimentos
foram realizados em triplicata e a análise estatística foi feita pelo teste T-student.
Resultados: O efeito inibitório foi observado em ambas as drogas, apenas nas con-
centrações 0,5 e 0,7 mg/ml. Na concentração 0,7 mg/ml, o Ranibizumab demonstrou
efeito inibitório maior do que o Bevacizumab. Na mesma concentração, o Ranibizu-
mab foi três vezes mais potente que o Bevacizumab. O efeito inibitório foi observado
apenas nas primeiras 24 horas para ambas as drogas.
Conclusão: O Ranibizumab demonstrou efeito maior quando comparado com o
Bevacizumab, porém tal efeito está mais relacionado à diferença na razão molar das
drogas do que relacionada com uma diferença real no efeito anti-proliferativo.
Descritores: Neovascularização de coróide; Degeneração macular; Inibidores da an-
giogênese; Anticorpos monoclonais; Tomografia de coerência óptica; Angiofluores-
ceinografia; Injeções intravítreas; Corpo vítreo
ABSTRACT
Purpose: To evaluate the comparative in-vitro antiangiogenic effect of Bevacizumab
and Ranibizumab.
Methods: Endothelial venous umbilical cells culture (ECV304) cultivated in F12 media
with addition of 10% Fetal Bovine Serum, were plaqued and treated with clinically
relevant concentrations of Bevacizumab and Ranibizumab just after the scratch done in
the middle of the culture (scratch methodology). Measurements of the linear size of the
area free of cell proliferation were done 24, 48 and 72 hours after the scratch day point.
All the experiments were done in triplicate and statistical analysis were done with T-
student test.
Results: Inhibitory effect was observed just at the concentrations of 0.5 and 0.7 mg/ml in
both drugs. At 0.7 mg/ml, Ranibizumab demonstrated a more potent proliferative
inhibitory effect than Bevacizumab. At the same concentration, Ranibizumab was three
times more potent than Ranibizumab. Inhibitory effect was observed just in the first 24
hours for both drugs.
Conclusion: Ranibizumab demonstrates an increased effect when compared to Beva-
cizumab and this is related more to the different molar rate of each drug than related to
a real better proliferative inhibitory effect.
Keywords: Choroidal neovascularization; Macular degeneration; Angiogenesis inhibi-
tors; Antibodies, monoclonal; Tomography, optical coherence; Fluorescein angiography;
Intravitreal injections; Vitreous body
INTRODUÇÃO
Degeneração macular relacionada com a idade (DMRI) é a prin-
cipal causa de cegueira legal irreversível em indivíduos acima dos
65 anos de idade em países desenvolvidos(1-5).
A DMRI está subdividida em forma seca e úmida(3). Na forma úmida
ou exsudativa ocorre o processo de angiogênese patológica com
aparecimento de neovascularização coroidiana (NVC)(6).
Este crescimento anormal dos vasos coroidianos é estimulado
por citocinas, diversos fatores de crescimento incluindo o fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF), fator de crescimento do
fibroblasto (FGF) e fator de crescimento derivado do epitélio
pigmentado (PEDF) em resposta ao dano oxidativo(7). A isoforma A
do fator de crescimento vascular endotelial (VEGF-A) tem papel
importante na patogênese da NVC bem como outras doenças ocula-
res e extraoculares que envolvam angiogênese patológica(8). Evi-
dências desse fato são a detecção do VEGF-A na NVC removidas de
pacientes com DMRI(9) e o aumento da expressão do VEGF-A nas
células do epitélio pigmentário da retina (EPR) nos estágios iniciais
da DMRI(10). Como o VEGF se mostrou o mediador mais importante
na ativação da angiogênese patológica e da permeabilidade
vascular, foram desenvolvidas novas moléculas que se ligam e
inibem o VEGF e seus receptores.
Bevacizumab foi o primeiro anticorpo monoclonal anti-VEGF
humanizado, aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration)
americano, para utilização no tratamento de câncer de cólon metas-
tático(8). Em 2005, o bevacizumab foi utilizado pela primeira vez(11)
em injeção intravítrea para tratar NVC na DMRI como uso “off-label”.
Hoje, este tratamento tem sido amplamente aplicado(12).
Ranibizumab é o fragmento Fab de um anticorpo monoclonal
recombinante que neutraliza todas as formas do VEGF-A. Foi o pri-
meiro anticorpo anti-VEGF-A a ser aprovado pelo FDA para uso in-
traocular no tratamento da NVC na DMRI. Sua utilização intraocular
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previne a perda visual e melhora a acuidade visual dos pacientes
tratados(13).
Como a bevacizumab e ranibizumab são drogas semelhantes é
necessário avaliar se existe diferença na atividade terapêutica. Exis-
tem estudos comparativos dessas duas drogas in vitro(14). Uma forma
de medir este efeito é pela mensuração da capacidade inibitória da
proliferação das células endoteliais. Neste trabalho estas drogas
foram avaliadas in vitro utilizando-se uma linhagem endotelial.
O conhecimento destas informações poderão contribuir na in-
terpretação de resultados dos estudos clínicos comparativos e na
escolha da medicação a ser administrada.
MÉTODOS
CULTURA CELULAR
Foram utilizadas neste estudo células da linhagem ECV304 (Endo-
telial Venosa Umbilical Humana) produtoras de VEGF.
As células foram cultivadas com meio F12 contendo L-gluta-
mina (Invitrogen), pH 7,4, suplementado com 1,4 g/l de bicarbona-
to de sódio e 40 mg/ml de garamicina e 10% de soro fetal bovino.
A cultura foi mantida em frascos de 25 cm2 até atingirem 80% de
confluência (2-3 dias) em estufa umidificada a 37º C e atmosfera de
5% CO
2
(15).
DOSAGEM DO VEGF NO SOBRENADANTE DA CULTURA
Em cada poço de placa de 96 poços, 2,5x103 células da linha-
gem ECV produtoras de VEGF
165 
foram plaqueadas.
As células foram cultivadas com meio F12 contendo L-gluta-
mina, pH 7,4 (Invitrogen), suplementado com 1,4 g/l de bicarbona-
to de sódio e 40 mg/ml de garamicina e 10% de soro fetal bovino.
A cultura foi mantida em frascos apropriados de 25 cm2 até atingi-
rem 80% de confluência (2-3 dias) em estufa a 37º C e atmosfera de
5% CO
2
. Em seguida o meio foi aspirado e substituído por meio
fresco suplementado ou não com 10% de soro fetal bovino. A pro-
dução basal de VEGF por essas células foi avaliada após 24, 48 e 72
horas de cultivo.
A produção de VEGF foi medida no sobrenadante das culturas
por ELISA, utilizando o kit comercial DuoSet® ELISA Development
System anti-VEGF humano (R&D Systems) e seguindo as instruções
do fabricante.
Este ensaio de dosagem de VEGF serviu para certificar que as
células em cultura realmente produziam VEGF e para a escolha do
tempo ideal de incubação das células para se aplicar as medicações
nas culturas. Estas dosagens não foram utilizadas como parâmetro
de avaliação da atividade antiangiogênica.
AVALIAÇÃO DO EFEITO INIBITÓRIO DE BEVACIZUMAB E RANIBIZUMAB
O efeito inibitório das drogas bevacizumab e ranibizumab na
cultura de células ECV304 foi avaliado utilizando-se a metodologia
de “scratch”. Esta metodologia consiste em fazer um risco em uma
monocamada de células e medir a distância de uma borda a outra
ao longo do tempo. Conforme as células se proliferam o risco torna-
se mais estreito e pode desaparecer completamente.
Após atingir a confluência, o meio foi retirado e a cultura lavada
com 5 ml PBS-EDTA 0,03% para descartar possíveis células mortas
no sobrenadante. As células foram então desaderidas por meio de
incubação com 5 ml de PBS-Pancreatina 0,25% a 37ºC e 5% CO
2
durante aproximadamente 5 minutos.
As células recuperadas foram centrifugadas por 5 minutos a
1500 rpm e ressuspendidas em 1 mL de meio F12 suplementado
para contagem. A viabilidade celular foi avaliada pela adição da
solução de Azul de Trypan 0,4% em tampão fostato salino (PBS). Em
seguida, as células viáveis foram contadas em câmara de Neubauer
e distribuídas em placa de 96 poços. Em cada poço da placa, foram
plaqueados 300 μL de meio F12 suplementado contendo 3x103
células. A cultura foi mantida a 37ºC em atmosfera de 5% CO
2
 até
atingir 80% de confluência (2-3 dias).
Em cada poço foi realizado um “risco” no meio da placa (scratch)
com ponteira para micropipetas P200 (Tipak) para deixar um espa-
ço para migração e proliferação celular. As células do sobrenadante
foram removidas aspirando-se o meio de cada poço e em seguida
adicionou-se meio fresco e os medicamentos como descrito a seguir.
Para testar o efeito inibitório do bevacizumab, 300 μL de meio
F12 suplementado contendo a droga, nas concentrações de 0,1; 0,3;
0,5 e 0,7 mg/ml, foram adicionados em cada poço. O mesmo pro-
cedimento foi efetuado para avaliação do efeito inibitório do rani-
bizumab.
Dois grupos controle sem adição de medicamentos foram incluí-
dos neste estudo: um grupo cultivado em meio completo e outro
grupo cultivado em meio sem soro fetal bovino.
O efeito inibitório foi avaliado após 24, 48 e 72 horas a adição
dos medicamentos. Todos os experimentos foram realizados em
triplicatas.
AQUISIÇÃO DAS IMAGENS FOTOGRÁFICAS
As imagens fotográficas foram capturadas utilizando a câmara
Nikon (CoolPix 995) acoplada ao microscópio óptico (Nikon-TMS).
Foram escolhidas imagens representativas de cada grupo experi-
mental e fotografadas no aumento de 200x.
ANÁLISE ESTATÍSTICA
A partir de imagens capturadas, a largura do risco foi medida
com uso do software Image-Pro Plus 4.0 (Media Cybernetics, L.P.).
Foram realizadas três medidas por campo, gerando uma mediada
média por campo. Estas medidas foram analisadas por GraphPad
Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc) utilizando o teste T-student(16).
RESULTADOS
Primeiramente a produção de VEGF pelas células ECV304 na
presença e na ausência de 10% de soro fetal bovino (SFB) foi mo-
nitorada durante 72 horas pela dosagem pelo método de ELISA
para VEGF. A produção de VEGF após 24 horas foi de 110 pg/mL e
50 pg/mL na presença e ausência de SFB, respectivamente, mos-
trando um estímulo de cerca de 50% de produção do fator pelo
SFB (Figura 1). O acúmulo desse fator no meio de cultura aumentou
na presença de SFB com máxima concentração de 400 e 780 pg/mL
após 48 e 72 horas, respectivamente. Esse achado provavelmente
Figura 1. Avaliação da produção de VEGF pelas células ECV304. O eixo x representa os
grupos de células cultivadas na presença (barra com quadriculado pequeno) ou ausência
(barra com quadriculado grande) de 10 % SFB e após 24, 48 e 72 horas de cultivo. O eixo
y representa a concentração de VEGF (dosagem realizada por ELISA) presente no
sobrenadante das culturas celulares. Os resultados apresentados são valores médios
de dois experimentos independentes com desvios padrões.
*** p>0,001
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Figura 2. Efeito das drogas inibidoras de VEGF bevacizumab e ranibizumab na proliferação de células ECV304. As imagens foram obtidas
após 24 horas de incubação com as drogas. A) Ctrl neg - controle negativo (células cultivadas sem a adição de SFB e sem a adição das
drogas. Ctrl pós-controle positivo (células cultivadas com SFB e sem a adição das drogas). B) Bev - bevacizumab (células cultivadas
contendo SFB e as respectivas concentrações da droga); Ran - ranibizumab (células cultivadas em meio contendo SFB e as respectivas
concentrações da droga). Imagens representativas das triplicatas. As barras medem 62,5 μm. Foram realizados dois experimentos
individuais com triplicata de cada grupo testado.
deve-se à rápida multiplicação celular. Um perfil semelhante de
produção de VEGF foi observado com as células mantidas na ausên-
cia de SFB, mas sempre mantendo uma relação de 50% menor em
relação à presença de SFB.
Baseando-se dos resultados da figura 1, o experimento para ava-
liação do efeito inibitório de bevacizumab e ranibizumab foi elabo-
rado por meio do cultivo das células ECV304 na presença de 10% de
SFB. Para este ensaio, várias concentrações dos inibidores foram adicio-
nadas ao meio de cultura e seus efeitos foram avaliados 24, 48 e 72 h.
Análise microscópica está mostrada na figura 2 e as medidas
quantitativas de inibição de proliferação pela análise do “scratch”,
na figura 3.
O efeito inibitório das duas drogas foi notado às 24 h a partir de
0,5 mg/ml. Nos tempos maiores de incubação, nenhum efeito ini-
bitório foi mensurável, pois já havia sido completado o repovoa-
mento da área de “scratch” em ambas as drogas.
No caso de ranizumab, a inibição pode atingir mais de 90% em
concentrações maiores de 0,7 mg/mL, enquanto que o efeito ini-
bitório do bevacizumab sempre foi cerca de três vezes menor que
ao de ranizumab.
DISCUSSÃO
A criação e o desenvolvimento do bevacizumab e do ranibizu-
mab envolveram grande investimento. Essas drogas foram criadas
com fins terapêuticos diferentes: câncer metastático do cólon no
caso do bevacizumab e neovascularização coroidiana no caso do
ranibizumab. Após a primeira injeção intravítrea do bevacizumab
em 2005 por Rosenfeld et al.(11), ambas as drogas vêm sendo ampla-
mente utilizadas no tratamento da NVC na DMRI bem como outras
doenças onde a angiogênese patológica esteja envolvida. A di-
ferença de custo entre as duas drogas suscita discussão na comuni-
dade oftalmológica quanto ao custo-benefício do tratamento. Tal
resposta ainda não foi esclarecida. Um amplo estudo clínico com-
parativo está em andamento.
O bevacizumab (Genentech) foi desenvolvido por Ferrara et al.,
cuja publicação data de 2004(8). Ferrara também participou no de-
senvolvimento do ranibizumab (Genentech, Novartis), cuja publica-
ção data de 2006(17).
Rosenfeld demonstrou a aplicação do bevacizumab no trata-
mento da NVC em 2005(11) e em 2006(13) também demonstrou o
benefício do ranibizumab no tratamento da NVC.
O ranibizumab é o fragmento Fab oriundo do mesmo anticorpo
monoclonal anti-VEGF murino que originou o bevacizumab. Mais
especificamente apresentam o mesmo clone do hibridoma do ca-
mundongo, conhecido como MA.4.6.1.(17), por isso apresentam liga-
ção ao mesmo epítopo do VEGF. Do ponto de vista estrutural di-
ferem no tamanho e peso molecular, onde o peso molecular do
ranibizumab (48 kDa) é aproximadamente um terço do peso mole-
cular do bevacizumab(17-19). A dose para uso clínico escolhida do
ranibizumab intravítreo é aproximadamente um terço da dose do
bevacizumab intravítreo, provavelmente para manter a razão molar
entre os dois.
No presente estudo comparativo da ação inibitória das duas
drogas foi observado efeito in vitro apenas nas primeiras 24 horas
pela análise do “scratch”.
Nas mensurações após 48 horas, não foi observado efeito inibi-
tório. Tal fato vem em acordo com os estudos farmacocinéticos que
mostram a meia-vida curta de ambas as drogas e sugerem a neces-
sidade do uso intraocular mais frequente. Na literatura, o uso in-
traocular mensal dessas drogas baseia-se em estudos matemáticos
preditivos da atividade biológica(20). Foi averiguado no presente
estudo que a dose/efeito inibitório foi significantemente maior
(p<0,001) com o ranibizumab do que o bevacizumab, nas concen-
trações de 0,5 e 0,7 mg/mL. A razão molar entre ranibizumab e
bevacizumab é de aproximadamente 1:3. Isto corrobora o fato de
que mantendo-se as mesmas concentrações, foi observado efeito
três vezes maior do ranibizumab quando comparado com o
bevacizumab. Logo, o ranibizumab deveria teoricamente apresen-
tar o mesmo efeito com concentração três vezes menor. Tal fato não
foi observado nesse estudo, sendo condizentes com a utilização de
ambas as drogas em concentrações equivalentes.
Apesar de a literatura mostrar resultados diferentes no que se
refere à concentração dos medicamentos, ela mostra-se concordante
com a razão molar acima descrita(14,18). Uma possível explicação para
esses achados incompatíveis pode ser a diferença metodológica,
entre os estudos: diferentes tipos celulares e diferentes técnicas para
avaliar o efeito inibitório das drogas.
A
B
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Figura 3. Avaliação da ação de bevacizumab e ranibizumab na inibição da proliferação celular por meio da metodologia “scratch”. A figura
da esquerda é uma representação esquemática das distâncias (d) medidas no experimento. O eixo y representa os valores médios
distâncias (d) para cada triplicata. As barras no eixo X representam cada grupo testado. Tempo 0 - medida do risco no início do experimento;
CTR Neg - controle negativo (células cultivadas em meio F12 sem a adição de 10% de SFB e sem a adição das drogas); Bev - bevacizumab
(células cultivadas contendo SFB e as respectivas concentrações da droga); Ran - ranibizumab (células cultivadas em meio contendo SFB
e as respectivas concentrações da droga). Gráfico representativo da média das medidas. Foram realizados dois experimentos individuais
com triplicatas de cada grupo testado.
*significante p<0,05; ***muito significante p<0,001
Existem metodologias melhores do que a técnica de “scratch”
na avaliação do efeito antiangiogênico entre duas drogas. Por outro
lado, o “scratch” permite avaliar o efeito migratório sem a necessi-
dade do uso de agentes quimiotáxicos que também podem in-
fluenciar os resultados. Portanto, nesse trabalho foi avaliado o efeito
inibitório das drogas principalmente pela sua interferência na
migração celular, processo onde, outras moléculas além do VEGF
podem estar envolvidas.
A lógica no desenvolvimento do ranibizumab foi a criação de
uma molécula menor, já que estudos mostram que existe um limite
de tamanho, 76 KDa, para que as moléculas se difundam através da
retina(17,21). Em aparente contradição com essa ideia, estudos mos-
tram a penetração do bevacizumab através da retina(22).
O ranibizumab (rhuFabV2) deriva de um variante Fab humani-
zado, conhecido como MB1.6, oriundo do mesmo anticorpo mono-
clonal murino do bevacizumab. O bevacizumab por sua vez, tam-
bém deriva de um variante Fab humanizado conhecido como FAB-
12, oriundo desse mesmo anticorpo monoclonal murino, conheci-
do como A.4.6.1. Posteriormente esse variante FAB-12 foi transfor-
mado em um anticorpo inteiro que ficou conhecido como bevaci-
zumab. Procurava-se uma molécula menor para maior penetração
na retina e já existia essa molécula que era o FAB-12, fragmento Fab
que originou o bevacizumab, comprovadamente eficiente agente
anti-VEGF. A utililização intraocular desse mesmo fragmento seria o
caminho mais prático. Ao invés disso criou-se novo variante FAB do
mesmo anticorpo, com novo nome, MB1.6. Esse por sua vez gerou o
ranibizumab, que foi então testado no olho.
O ranibizumab contém 5 substituições de domínio variável e
uma substituição de domínio constante na porção C terminal da
cadeia pesada do anticorpo, quando comparado com o fragmen-
to FAB-12 que originou o bevacizumab(17). Teoricamente tal mo-
dificação fez o ranibizumab 5 a 20 vezes mais potente que o
bevacizumab.
Acredita-se que o menor tamanho da molécula do ranibizu-
mab seja um fator primordial para melhor difusão através da retina
e consequente melhor efeito antiangiogênico(17). Outros fatores
podem ser tão importantes quanto o grau de penetração dessas
drogas na retina, como por exemplo, a maturação dos vasos neofor-
mados e consequente ausência de receptores para VEGF nos vasos
maduros. Além destes fatores deve ser levado em consideração a
secreção contínua do VEGF, enquanto persistir o estímulo angiogê-
nico. Desse modo, a quantidade de VEGF livre supera de maneira
crescente à quantidade de anticorpo administrada. Não se deve
esquecer a presença de outros fatores angiogênicos presentes além
do VEGF.
Sabe-se que ambas as drogas apresentam sua maior ação anti-
VEGF no VEGF secretado no vítreo. Caso uma possa difundir-se mais
ou menos pela retina, ambas devem chegar a quantidades não tão
eficientemente terapêuticas no espaço sub-retiniano. Tal hipótese
é levantada já que sua ação direta sobre a neovascularização co-
roidiana não tem um efeito definitivo na sua extinção. A não extinção
definitiva da neovascularização coroidiana sob efeito de drogas anti-
VEGF como ranibizumab e bevacizumab, provavelmente está rela-
cionada com outros fatores.
O que pode ser questionado então é o quanto a penetração na
retina é uma diferença primordial entre as duas drogas.
CONCLUSÃO
Ranibizumab e bevacizumab são drogas com a mesma origem
e atividade biológica. O ranibizumab demonstrou efeito maior quan-
do comparado com o bevacizumab, porém tal efeito está mais rela-
cionado à diferença de tamanho e à diferença na razão molar das
drogas do que relacionada com uma diferença real no efeito antipro-
liferativo.
Resultados de estudos pré-clínicos comparativos podem auxi-
liar a identificar se há diferença suficiente de resultados para valer
a diferença de custos envolvidos no tratamento com estas drogas.
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